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摘要 :目的 探索 丝 胶 蛋白 对 胃癌 MKN45 细 胞 增殖 活性 的 影响 及 作用 机 制 。 方 法 用 LC3 双 荧 光 自 叭 病毒 转 染 胃癌 MKN45 细 
胞 ,用 味 叭 霉 素 筛选 LC3 双 交 光 自 噬 病 毒 的 MKN45 稳 转 株 。 实 验 分 为 3 组 ,空白 对 照 组 (Blank) ` 丝 胶 蛋 白 阳 性 组 (Sericin) 、 丝 
胶 和 蛋白 加 自 哈 抑 制剂 组 (Sericin+3-MA)。 培 育 48h 后 用 cck-8 试 剂 测定 细胞 增殖 活性 ,根据 所 测 数 据 得 出 丝 胶 蛋 白 半数 致死 浓 
度 IC:, 按 此 浓度 处 理 细 胞 并 培育 48h, 用 流 式 细胞 仪 分 别 检测 凋 亡 周期 ,电镜 检测 细胞 自 噬 , Western blotting 检 测 LC3、p62、 
Beclin 和 蛋白 表达 。 将 种 植 胃癌 的 裸 鼠 分 为 2 组 , 即 对 照 组 (Saline) ` 丝 胶 和 蛋白 阳 性 组 (Sericin) ,每 组 5 只 ;分 别 注射 生理 盐水 和 丝 
胶 蛋 白 ,测量 肿瘤 体积 和 质量 。 结 果 丝 胶 蛋白 阳性 组 (Sericin) 与 空白 对 照 组 (Blank) 相 比 ,MKN45 细 胞 增殖 活性 明显 受到 抑 
制 , 且 细胞 凋 亡 增 加 (P<0.01) ,细胞 阻 滞 于 GyVM 期 (P<0.01)。 相 对 于 空白 组 , 丝 胶 蛋 白 处 理 后 细胞 在 电镜 观察 到 自 噬 小 体 明 显 
增多 ; Western blotting 检 测 到 LC3-2 表达 上 调 ,Beclin 表 达 增 加 ,p62 表 达 逐 渐 下 调 ; 丝 腕 蛋白 加 自 唆 抑制 剂 组 (Sericin+3-MA) 
实验 结果 则 介 于 两 者 之 间 。 动 物 实验 中 , 丝 胶 蛋白 阳性 组 (Sericin) 与 对 照 组 (Saline) 相 比 ,肿瘤 体积 和 质量 有 显著 下 降 。 结 论 
丝 胶 蛋白 可 通过 调控 胃癌 MKN45 细 胞 自 唉 影响 细胞 增殖 活性 。 
关键 词 : 丝 胶 蛋 白 ; 自 噬 ; 细 胞 增殖 ; FEA 
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Abstract: Objective To investigate the effect of sericin on the proliferation of human gastric cancer MKN45 cells and explore 
the underlying molecular mechanism. Methods MKN45 cells were transfected by LC3 double fluorescent autophagic virus, 
and the positive cells screened by puromycin were divided into blank group, sericin group and sericin *3-MA group. After 
incubation with sericin for 48 h, the cells were examined for proliferation, apoptosis and cell cycle using CCK-8 assay and flow 
cytometry. Cell autophagy was detected by transmission electron microscopy (TEM) and fluorescent inverted microscope, and 
the autophagy-related markers including LC3, p62 and Beclin proteins were detected with Western blotting. Nude mice 
bearing gastric cancer xenograft were treated with normal saline or sericin injections (57-5) and the changes in the tumor 
volume and weight were measured. Results Compared with the blank group, MKN45 cells with sericin treatment showed 
significantly inhibited proliferation both in vitro and in nude mice. Autophagosomes were observed in sericin-treated cells 
under TEM and fluorescent inverted microscope. Sericin treatment of the cells significantly increased the cell apoptosis (P« 
0.01), caused obvious cell cycle arrest in G//M phase (P«0.01), up-regulated the expressions of both LC3-2 and Beclin, and 
down-regulated the expression of p62. The autophagy inhibitor 3-MA obviously antagonized the effects of sericin on cell 
apoptosis, cell cycle and autophagic protein expressions. Conclusion Sericin can inhibit the proliferation of human gastric 
cancer MKNA5 cells by regulating cell autophagy to serve as potential anti-tumor agent. 
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胃癌 是 世界 上 发 病 率 第 2 的 恶性 肿瘤 ,是 癌症 死亡 
的 第 3 大 常见 原因 ,严重 威胁 人 类 健康 。 目 前 胃癌 的 治 
疗 主要 包括 手术 及 化 疗 ,其 中 化 疗 副作用 带 来 的 患者 生 
活 质量 下 降 及 依从 性 差 仍 是 吸 竺 改善 的 问题 。 近 年 来 有 


很 多 专家 学 者 探索 胃 瘤 化 疗 的 优化 方案 ,其 中 就 包括 
了 新 型 纳米 材料 的 研发 ,从 而 实现 低 毒 .高 效 的 化 疗 
方案 。 

纳米 级 别 的 材料 设计 和 使 用 在 解决 肿瘤 化 疗 问题 
上 受到 越 来 越 多 的 关注 ,其 中 就 包括 药物 递送 "。 纳 米 
材料 在 药物 递送 中 的 作用 主要 是 通过 对 药物 的 包 右 , 减 
少 药 物 在 递送 过 程 中 的 损失 及 造成 的 副作用 ,实现 靶 向 
给 药 ”。 因 此 纳米 材料 是 解决 目前 化 订 难 是 的 可 行 措施 。 

纳米 药物 载体 通常 由 天 然 或 合成 高 分 子 材料 制 成 ， 
丝 胶 蛋白 (Sericin) 作 为 从 天 然 看 丝 中 提取 的 一 种 高 分 
子 材料 ,具有 价格 低廉 .生物 相 容 性 好 和 安全 的 优势 ,已 
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有 少数 研究 将 丝 胶 蛋 白 作 为 合成 纳米 载体 的 重要 组 成 
部 分 ”。 但 目前 丝 胶 蛋白 在 医学 上 的 应 用 主要 在 组 织 
工程 支架 等 领域 ,在 化 疗 领域 涉及 较 少 , 且 多 作为 搭载 
化 疗 药 的 纳米 载体 的 组 成 成 分 ,而 这 些 研究 中 对 丝 胶 蛋 
白 本 身 是 否 具备 抗 肿瘤 效应 没有 延伸 探索 。 此 外 , 丝 胶 
蛋白 在 动物 中 已 被 验证 对 皮肤 肿瘤 和 结肠 肿瘤 有 一 定 
影响 “ ,但 其 机 制 尚未 阐明 。 因 此 ,本 研究 旨 在 探索 丝 胶 
蛋白 对 MKN45 骨 癌 细胞 活力 的 影响 及 相关 机 制 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

NKN-45 胃癌 细胞 购 自 中 科 院 上 海 细胞 库 ; 
DMEM 高 糖 培养 基 、 胎 牛 血 清 、 胰 和 蛋白酶 购 自 
HyClone;CCK8 细胞 增殖 检测 试剂 盒 购 自 上 海 莫 云天 
公司 ;LC3 双 荧光 自 噬 病毒 MT 周期 试剂 盒 购 自 上 海 
吉 凯 公司 ; 丝 胶 和 蛋白 购 自 上 海 步 克 医药 科技 公司 ;LC3、 
p62.Beclin,GAPDH 单 克 隆 抗 体 购 自 美国 CST 公 司 。 
1.2 方法 
1.2. 细胞 培养 与 转 染 常规 复苏 MKN45 细胞 ,用 含 
10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 , 置 于 37 C 、 含 $% CO, 
培养 箱 中 培养 。 当 细胞 处 于 对 数 生 长 期 时 接种 于 6 孔 
板 ,接种 密度 控制 为 4x10 孔 左右 ,24 h 后 按照 病毒 转 
染 试剂 说 明 书 转 染 LC3 0078€ A WS 8$ , FHIESI Sg zi f 
选 LC3 双 菊 光 自 叭 病毒 的 MKN45 稳 转 株 。 实 验 分 为 3 
组 , 即 空白 对 照 组 (Blank) 、 丝 胶 蛋 白 阳 性 组 (Sericin)、 
丝 胶 和 蛋白 加 自 喉 抑制 剂 组 (Sericin+3-MA)。 
1.2.2 检测 丝 胶 蛋白 体内 外 抗 肿瘤 效应 收集 细胞 接种 
于 96 孔 板 ,接种 密度 约 为 1000/ 孔 ,培养 体系 为 100 uL, 
继续 常规 培养 24 h 后 ,加 入 不 同 浓度 丝 胶 蛋白 ,在 48 h 
培养 时 间 点 ,加 入 10 uL CCK8 试 剂 ,培养 箱 孵 育 2 h 后 ， 
450 nm 波长 下 测定 吸光 度 (A) ,表示 细胞 的 增殖 能 
绘制 细胞 生长 曲线 。 将 种 植 胃癌 的 裸 鼠 分 为 2 组 , 即 对 
有 照 组 (Saline) 、 丝 胶 蛋 白 阳 性 组 (Sericin); 每 组 5 只 ,在 对 
照 组 注射 生理 盐水 (Saline), 丝 胶 蛋 白 组 注射 丝 胶 蛋 白 ， 
分 别 在 注射 后 第 7.9.11.13 15 天 测量 肿瘤 体积 和 质量 ， 
绘制 肿瘤 生长 曲线 。 
1.2.3 CCK-8 实 验 检测 细胞 增殖 活性 收集 细胞 接种 于 
96 孔 板 ,接种 密度 约 为 1000/ 孔 ,培养 体系 为 100 pL, 继 
续 常规 培养 24 h 后 ,Sericin 组 加 入 500、600、700 ug/mL 
3 种 浓度 丝 胶 蛋白 ,Sericin+3-MA 组 在 Sericin 组 基础 上 
加 入 自 哈 抑 制剂 3-MA, 在 48 h 培 养 时 间 点 ,加 入 10 uL 
CCK8 试 剂 ,培养 箱 孵 育 2 h 后 ,450 nm 波长 下 测定 吸光 
度 , 表 示 细 胞 的 增殖 能 力 ,绘制 细胞 存活 率 对 比 图 。 
1.2.4 流 式 法 检测 细胞 凋 亡 情况 按照 方法 1.2.2 对 细 
胞 进行 处 理 。48 h 后 采集 细胞 ,根据 凋 亡 试剂 盒 说 明 书 
处 理 细 胞 , 流 式 细胞 仪 上 机 检测 各 组 凋 亡 细胞 比例 。 


1.2.5 流 式 法 检测 细胞 周期 情况 按照 方法 1.2.2 对 细 
胞 进行 处 理 。48 h 后 采集 细胞 ,根据 凋 亡 试剂 盒 说 明 书 
处 理 细 胞 , 流 式 细胞 仪 上 机 检测 各 组 周期 细胞 比例 。 
1.2.6 荧光 显微镜 检测 细胞 自 噬 情况 按照 方法 1.2.2 
对 筛选 过 的 自 只 病毒 稳 转 细胞 株 进行 处 理 。48 h TEC 
光 倒 置 显微镜 下 ,用 560 nm、480 nm 波长 激发 下 分 别 观 
察 细胞 红 、 绿 荧光 表达 情况 。 

1.2.7 透射 电镜 检测 细胞 自 噬 情 况 按照 方法 1.2.2 对 
细胞 进行 处 理 。48 h 后 采集 细胞 , 沿 壁 缓慢 加 入 电镜 固 
定 液 (1.5%~2.5% 中 性 戊 二 醛 )。4 % 下 固定 15 min, 树 
脂 包 埋 .切片 ,最 后 用 透射 电镜 (HITACHI HT7700, H 
本 ) 观 察 细胞 形态 。 

1.2.8 Western blotting 检 测 细胞 自 噬 蛋 白 表 达 情 况 按 
照 方法 1.2.2 对 细胞 进行 处 理 ,48 h 后 收集 细胞 。 使 用 
细胞 裂解 液 提 取 新 鲜 冰 冻 组 织 或 者 细胞 的 总 蛋白 ,用 
BCA 法 测定 蛋白 浓度 ,调整 每 孔 上 样 量 为 20 ng, 经 
10% SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 后 , 凝 胶 重 白 转 移 至 硝酸 纤 
维 素 膜 。5% 脱 脂 牛 奶 封闭 后 ,以 LC3 一 抗 (1:1 500), 
GAPDH 一 抗 (1:3 000),p62(1:1 000),Beclin(1:1 000) 
一 抗 置 4 % 亲 箱 孵 育 过 夜 。 次 日 ,PBST 洗 涤 3 次 后 ,以 
兔 二 抗 (1:5 000) AIRA 1 h。PBST 洗 涤 3 次 ,ECL 化 
学 发 光 法 显 像 并 保存 图 像 。 

1.2.9 统计 学 方法 采用 SPSS 20.0 统 计 软 件 进行 数据 
分 析 。 实 验 数据 以 均 数 :标准 差 表 示 , 两 组 数据 比较 , 正 态 
分 布 则 用 1 检验 , 非 正 态 分 布 则 采用 Mann-Whitney U 
检验 。 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 丝 胶 蛋 白 抑 制 MKN45 胃癌 细胞 的 增殖 
选用 不 同 浓度 的 丝 胶 和 蛋白 与 MKN45 胃癌 细胞 共 
孵育 48h 后 ,CCK8 实验 显示 , 随 着 丝 胶 蛋白 浓度 的 提 
高 ,MKN45 胃癌 细胞 存活 率 明 显 下 降 ( 图 1A) ,说 明 丝 
胶 和 蛋白 在 体外 可 抑制 胃癌 细胞 的 的 增殖 能 力 。 从 数据 
中 计算 出 半数 抑制 浓度 ICs 为 543 pg/mL。 裸 鼠 肿瘤 体 
积 和 质量 测量 显示 , 随 着 时 间 延 长 ,肿瘤 大 小 逐渐 增加 ， 
与 对 照 组 相 比 , 丝 胶 和 蛋白 组 肿瘤 体积 及 质量 均 明 细 减 少 
(图 1B.D) ,说 明 丝 腕 蛋白 在 裸 鼠 体内 有 抗 肿瘤 效应 ;而 
两 组 间 的 裸 鼠 体重 增长 没有 统计 学 差异 ,说 明 丝 胶 蛋白 
组 的 良好 生物 安全 性 (图 1C)。 
2.2 丝 胶 蛋白 可 诱导 MKN45 胃癌 细胞 自 噬 
区 光 倒 置 显 微 镜 和 透射 电镜 观察 (图 2) 显 示 ,与 空 


白 对 照 组 相 比 , 丝 胶 和 蛋白 组 可 引起 胃癌 细胞 自 噬 体 明显 
增加 。 


2.3 3-MA 可 逆转 丝 胶 蛋白 抑制 MKN45 胃癌 细胞 增殖 
的 效应 
选用 500、600、700 ug/mL 3 种 浓度 的 丝 胶 蛋 白 与 
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MKN45 胃癌 细胞 共 孵 育 48 h, E 500,600,700 ug/mL 3 
种 浓度 的 丝 胶 蛋 白 分 别 加 入 3-MA 与 MKN45 胃癌 细胞 
HA 48 h,CCK8 实 验 (图 3) 显 示 ,Sericin+3-MA 组 胃 
癌 细 胞 存活 率 较 Sericin 组 均 明 显 增加 (t 值 分 别 为 
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1 A.£EBEEER EUHEREEES I: MK NA 胃癌 细胞 的 细胞 存活 率 ;B、 丝 
胶 蛋 白 组 与 对 照 组 裸 鼠 体内 肿瘤 大 小 ;C、 丝 胶 蛋 白 组 与 对 照 组 裸 
鼠 体重 ;D、 丝 胶 蛋 白 组 与 对 照 组 裸 鼠 肿瘤 体积 ; 卫 、 丝 胶 蛋 白 组 与 对 
照 组 裸 鼠 肿瘤 质量 

Fig.1 Effect of sericin on viability of gastric cancer MKN45 cells (A) 
and growth of MKN45 cell xenograft in nude mice. A: Viability of 
MKNA5 gastric cancer cells; B: Tumor size in nude mice in sericin 
group and saline group; C: Body weight of nude mice in sericin 
group and saline group; D: Tumor volume in nude mice in sericin 
group and saline group; E: Tumor weight in nude mice in sericin 
group and saline group. 


比 , 丝 胶 蛋白 组 GyM 期 细胞 数量 有 显著 增加 (P=0.001， 
图 5)。 而 Sericin+3-MA 组 较 Sericin 组 GyM 期 细胞 数 


量 有 显著 降低 (P=0.0059, 图 5)。 
2.6 丝 胶 蛋白 可 激活 MKN45 Á J Zu RC, E] v 3 


2.788,6.595,8.227) ,说 明 3-MA 可 逆转 丝 胶 蛋 白 抑 制 
MKNAS 胃癌 细胞 增殖 的 效应 。 
2.4 丝 胶 蛋白 诱导 MKN45 胃癌 细胞 的 凋 亡 
选用 ICso 浓 度 的 丝 胶 蛋白 与 MKN45 胃癌 细胞 共 孵 
育 48 h 后 行 流 式 学 分 析 。 该 实验 提示 : 丝 胶 蛋 白 可 抑制 
明 交 细胞 的 抗 调 亡 能 力 , 其 早期 凋 亡 (P=0.0068) .晚期 
凋 亡 (P=0.0066) 与 总 凋 亡 P=0.0005) 细 胞 数量 较 对 照 
组 , 均 有 显著 增加 (图 4)。 而 Sericin+3-MA 组 较 Sericin 
ZH RE T (0.0173) I8 H8] T (P=0.0339) 5 EXJRIT 
P=0.0039) 均 有 显著 降低 。 
2.5 丝 胶 蛋白 可 将 MKN45 胃癌 细胞 阻 滞 于 GyM 期 
选用 ICso 浓 度 的 丝 胶 蛋 白 与 MKN45 胃癌 细胞 共 孵 
育 48 h 后 行 流 式 学 分 析 。 该 实验 显示 :与 空白 对 照 组 相 


与 空白 对 照 组 相 比 , 丝 胶 和 蛋白 组 可 见 LC3-2 表达 
上 调 ,p62 表达 逐渐 下 调 ,Beclin 表 达 增 加 (图 6) ,而 
Sericin+3-MA 组 和 蛋白 表达 介 于 两 组 之 间 。 提 示 丝 胶 蛋 
白 诱 导 骨 瘤 细 胞 发 生 自 鸣 。 


3 讨论 

丝 胶 蛋白 在 体外 实验 中 除了 表现 出 抗 氧化 活性 "、 
抑制 脂 质 过 氧化 和 酷 氨 酸 酶 活性 ,而 且 在 动物 中 已 被 
验证 对 皮肤 肿瘤 和 结肠 肿瘤 有 一 定 影响 ,关于 丝 胶 蛋 
白 在 这 个 过 程 中 的 作用 机 制 仍 曾 述 不 够 清晰 。 因 此 ,本 
研究 探索 了 丝 胶 和 蛋白 对 MKN45 胃癌 细胞 活力 的 影响 
及 相关 机 制 。 

常见 的 化 学 预防 作用 可 归 因 于 几 种 机 制 ,如 抑制 癌 
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图 2 A、 丝 胶 蛋 白 共 孵育 后 MKN45 胃癌 细胞 LC3 荧光 图 ;也 、 丝 胶 蛋 白 共 孵育 后 MKN45 胃癌 细胞 透射 


Fig.2 LC-3 fluorescence microscopy (A) and transmission electron microscopy (B) of MKN45 cells after 
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Fig.3 Cell viability of MKN45 cells in sericin group and 
sericin43-MA group. 


细胞 增殖 .诱导 细胞 凋 亡 和 调控 癌 细 胞 周期 。 在 本 研究 
中 , 随 着 丝 胶 蛋白 浓度 增加 ,MKN45 胃癌 细胞 的 存活 率 
明显 下 降 , 表 明 丝 胶 蛋白 在 一 定 程度 上 可 以 抑制 胃癌 细 
胞 增殖 ;在 裸 鼠 实验 中 也 证 实 了 丝 胶 蛋白 在 体内 具有 抑 
制 肿瘤 生长 的 效应 。 而 在 丝 胶 蛋白 作为 纳米 载体 成 分 
的 研究 中 ,由 于 浓度 较 低 ,载体 并 没有 表现 出 抗 肿瘤 效 
应 ” ,这 与 本 研究 中 丝 胶 蛋白 低 浓度 时 没有 抑制 细胞 增 
殖 活性 的 结果 一 致 ,因此 丝 胶 蛋白 抑制 肿瘤 细胞 增殖 的 
产生 有 浓度 依赖 效应 。 

凋 亡 是 胃癌 化 疗 的 重要 作用 过 程 ”" ,从 后 续 实验 
结果 中 可 以 看 到 , 丝 胶 蛋白 处 理 组 胃癌 细胞 无 论 早 期 将 
亡 还 是 晚期 凋 亡 比例 均 有 显著 增加 ,早期 细胞 凋 亡 的 特 
征 是 细胞 膜 的 变化 ,通常 位 于 细胞 膜 内 的 磷脂 酰 丝氨酸 
移动 到 外 表面 ,线粒体 膜 电位 下 降 ; 晚 期 调 亡 涉及 核 染 
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图 4 丝 胶 蛋白 共 吸 育 后 MKN45 胃癌 细 胞 的 凋 亡 百分比 的 变化 
Fig.4 Changes in apoptosis rate of MKN45 cells after incubation with sericin. A: Flow cytometry of the cells in 3 groups; B: 
Early apoptosis rate; C: Late apoptosis rate; D: Total apoptosis rate. *P<0.05 vs blank. 
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5 丝 胶 蛋 白 共 旺 育 后 MKN45 胃 癌 细胞 的 周期 变化 

Fig.5 Changes in cell cycle of MKN45 cells after 
incubation with sericin. A: Flow cytometry in 3 groups; 
B: Rate of cells arrested at G//M phase. *P«0.05 vs blank. 
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色 质 的 碎 裂 。 凋 亡 的 阶段 取决 于 不 同 的 凋 亡 刺激 以 及 不 仅 如 此 , 丝 胶 蛋白 也 表现 阻 清 细 胞 周期 的 特性 。 
抗 油 亡 和 促 凋 亡 蛋白 的 功能 ”"。 因 此 , 丝 胶 蛋 白 可 能 。” 细胞 周期 是 涉及 细胞 增殖 的 复杂 过 程 。 细 胞 周期 正常 模 
对 一 些 与 胃癌 细胞 凋 亡 相关 的 未 鉴定 的 蛋白 质 有 影响 。 ” 式 的 缺陷 可 能 导致 过 度 增殖 ,最 终 导 致癌 细胞 的 形成 *。 
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相关 和 蛋白 (LC3、p62、Beclin) 的 变化 
Fig.6 Changes of autophagy-related proteins 


(LC3, p62, and Beclin) in MKN45 cells after 
incubation with sericin. 


在 胃癌 有 关 研 究 中 ,将 细胞 周期 阻 滞 于 GyM 期 是 重要 
的 化 学 预防 靶 点 "“"。 本 研究 中 丝 胶 蛋白 处 理 组 胃癌 细 
胞 阻 滞 于 GyM 期 比例 明显 多 于 空白 对 照 组 , 即 丝 胶 蛋 
白 可 以 通过 阻 潍 胃 癌 细 胞 周期 抑制 细胞 增殖 。 而 临床 
上 阿 糖 胞 苷 、 气 尿 喀 啶 等 抗 肿 瘙 药 物 杀 灭 癌 细胞 的 机 制 
也 与 阻 滞 细 胞 增殖 周期 有 关 “” ,因此 丝 胶 蛋白 具备 与 
传统 临床 药物 类 似 的 生物 学 抗 癌 细 胞 增殖 周期 特点 。 
细胞 自 哈 是 真 核 生 物 中 高 度 保守 的 依赖 于 溶 酶 体 
的 分 解 代谢 途径 ,与 多 种 生理 和 病理 过 程 密 切 相 关 , 在 肿 
瘤 的 发 生发 展 中 起 重要 作用 所 ,如 在 饥 俄 泛 导 的 肿瘤 细胞 
自 哈 人 研究 中 , 自 哈 可 以 将 肿瘤 细胞 阻 浪 于 GyM 期 ™。 
因此 许多 研究 将 自 哄 作 为 肿瘤 治疗 的 关键 环节 下 。 肿 
瘤 周 于 微 环 境 中 的 自 噬 有 促进 肿瘤 生长 的 作用 2 ,而 肿 
瘤 细 胞 自身 的 自 吻 对 肿瘤 发 展 的 作用 仍 存在 争议 。 纳 
米 材 料 如 钥 纳米 颗粒 2 所、 榭 皮 素 纳米 颗粒 所 以 及 二 氧化 
硅 纳 米粒 子 ”“ 已 被 证 实 有 诱导 细胞 自 鸣 的 作用 ,我 们 推 
测 丝 胶 蛋 白 可 能 通过 诱导 胃癌 细胞 自 叭 ,实现 对 胃癌 细 
胞 增殖 的 抑制 作用 。 本 研究 采用 GEFP-LC3 葡 光 体 系 示 
Vy ,在 倒置 交 光 显微镜 下 可 观察 到 绿色 斑点 即 为 和 月 鸣 
体 ;为 进一步 验证 ,在 透射 电镜 下 可 以 观察 到 丝 胶 蛋白 
处 理 组 细胞 中 可 见 双 层 腊 包 右 小 部 分 细胞 质 的 结构 ,此 
为 自 噬 小 体 ,这 初步 表明 丝 胶 蛋 白 有 诱导 胃癌 细胞 自 鸣 
的 作用 。3- 甲 基 腺 味 叭 (3-MAJ) 是 实验 研究 中 常用 的 自 
哈 抑 制剂 9, 本 研究 设置 Sericin+3-MA 组 进一步 验证 
丝 胶 蛋白 是 否 对 自 噬 有 调控 作用 ,与 丝 胶 和 蛋白 组 相 比 ， 
Sericin+3-MA 组 细胞 存活 率 明 显 上 升 , 量 凋 亡 比 例 和 
周期 阻 清 比 例 也 明显 下 降 ,证 明 3-MA 对 丝 胶 蛋白 抑制 
胃 疗 细胞 增殖 呈 相 反作用 , 即 丝 胶 蛋 白 抑 制 胃 疗 细 胞 增 
殖 的 作用 机 制 与 自 噬 有 关 。 接 下 来 用 Western blotting 
检测 自 吻 相 关 和 蛋白 LC3-2.p62 和 蛋白 及 自 喉 基 因 表达 和 蛋 
白 Beclin 和 蛋白 ,结果 可 见 丝 胶 和 蛋白 组 LC3-2 表 达 上 调 ， 


p62 表达 逐渐 下 调 ,Beclin 表 达 增 加 ,符合 自 哈 增 多 的 表 
现 ; 且 Sericin+3-MA 组 自 哈 蛋白 表达 有 所 下 降 。 因 此 ， 
丝 胶 蛋白 可 能 通过 诱导 MKN45 胃癌 细胞 自 哈 抑 制 细 
胞 增殖 。 目 前 本 研究 局 限 性 在 于 未 能 进一步 前 明 丝 胶 
和 蛋白 对 胃癌 细胞 自 哈 的 调节 机 制 ,PI3K/AKT/mTOR 信 
号 通路 为 抑制 肿瘤 自 噬 的 常见 信号 通路 ”2 ,我 们 推测 
丝 胶 蛋白 可 能 通过 阻 断 此 通路 从 而 增加 肿瘤 细胞 自 鸣 ， 
因此 本 课题 组 将 在 丝 胶 蛋白 诱导 肿瘤 细胞 自 唉 作用 机 
制 方面 开展 进一步 工作 。 
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